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(S) Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop 

(57) Punktabtastendes Luminis2enz-Mikroskop, insbeson- 
dere zur Untersuchung von biologischen Objekten, mit 
mindestens einer koliimierten Lichtquelle zur Erzeugung 
eines Anregungslichtstrahls, einer optischen Anordnung, 
wetche Licht der Anregungslichtquelle auf ein zu untersu 
chendes Objekt bundelt, mindestens einer Detektoran- 
ordnung zum Erf esse n von von dem Objekt emittiertem 
Licht, einer optischen Anordnung, welche das von dem 
Objekl eriiiltierle Licht sanimelt und der Delektoranord- 
nung zufuhrt, und einer Scanneranordnung, die eine Re- 
lativbewegung zwischen dem Abtastlichtstrahl und dem 
Objekl in mindestens zwei Richtungen bewirkt, wobei die 
Scanneranordnung Piezoaktoren zum Erzielen von 
Scannbewegungen zwischen Abtastlichtstrahl und Objekt 
aufweist. Die Detektoranordnung kann einen Flachensen- 
sor aufweisen, der eine konfokale Blende bildet. Die Licht- 
quelle kann zur Abgabe von Rechteckimpulsen ausgelegt 
sein. Bei Auslegung des Mikroskops fur die Zweiphoto- 
ncn Fluorcszcnzmikroskopic kann cin zur Belcuchtung 
des Objekts vorgesehenes Objektiv zugleich zum Sam- 
meln eines Teils der von dem Objekt emittierten Photonen 
genutzt sein, und hinter einem Kondensator des Objektivs 
kann ein zweiler Deleklor plazierl sein. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein punktabtastendes 
T.uniiniszenx-Milcroskop, insbesondere zur Untersuchung 
von biologischen Objeklen, mil mindeslens einer kolliniier- 5 
ten Lichtquelle zur Erzeugung eines Anregungslichtstralils, 
einer optischen Anordnung, welche das Lichl der Anre- 
gungslichtquelle auf ein zu uniersuchendes Objekt bundelt, 
niindestens einer Detektoranordnung zuin Erfassen von von 
deni Objekt eniittierteni Licht, einer optischen Anorldnung, 10 
welche d^s von dem Objekt einitiierte Licht sammelt und 
der Detektoranordnung zufiihrt, und einer Scanneranord- 
nung, die eine Relativbewegung zwischen deni Abtastlicht- . 
slxahl und deiii Objekt in mindeslens zwei Richtungen be- 
wirkt. 15 

Bine scheniatische Prinzipdarstellung eines deraitigen 
Mikroskops, welclies auch als Scanning-Mikroskop be- 
zcichnci wird, istin Fig, 1 wicdcrgcgcbcn. Die wcscntlichcn 
Baugruppcn des hier dargestellten Luminiszenz-Mikro- 
skops sind: .20 

- eine kollimierte Lichtquelle 10, zumeist ein Laser, 
zur Anregung eines Objekts 12, 

- eine insgesanat als Mikroskop 14 bezeichnete opti- 
sche Anordnung, welche das Licht der Anregungslichl- 25 
quelle 10 als Beleuchlungs- Spot, insbesondere als beu~ 
gungsliniitierten Spot, auf das Objekt 12 bundelt und 
welche gleichzeitig das einiuierle Licht wieder aufsatn- 
melt und einem Deteklor 16 bzw. 1 (siehe unten) zu- 
fuhrt, / .30 

- eine Scanvorrichtung, welche entweder den Be- 
leuchtungs-Spoi relativ zu dem zu untersuchenden Ob- 
jekt (Scanvorrichtung 20) oder das zu untcrsuchende 
Objekt relativ zum Spot (Scanvorrichtung 22) bewegt 
und son lit zur Abtastung dient, und 35 

- ein Oder mehrerc Detektor(en) 16 bzw. 18 zur Regi- 
slrierung des von dem Objekt eiiiillierten Lichts. 

Ein derartiges punktabtaslendcs Luminiszenz-Mikroskop 
kann insbesondere als konfokales Mikroskop und/oder als 40 
ein nach dcni Zwei- oder MehiphoionenprozeB arbeitendes 
Mikroskop a usge leg I sein. 

Irn ersten Fall ist der bzw. sind die Detektoren hinter einer 
konlokalen Blende 24 posiiioniert (Detektorposition 16), 
welche in der Bildebene in einem dem gerade beleuchtelen 45 
Objekt pun kt konjugierten Punkt angebrachl ist. A\le aus 
Fig. 1 ersichllich ist, verliiuft hierbei der Strahlengang des 
von dem zu untersuchenden Objekt 12 cniiuierten Lichts 
Liber das Mikroskop 14, welches zum Biindeln des Anre- 
gungslichis auf das Objekt dient, sowie uber einen dichroi- 50 
lischen Sirahhcilcr 26, der das Emissionslicht vom Anre- 
gungs lichl irennl, und eine Linse 28 zu der konlokalen 
Blende 24 und den in der Detektorposiiion 16 angeordneten 
Deiektor Aul' diese Weise wird Licht aus anderen Ebenen 
des Friiparats als der interessicrenden Fokus-Ebene weitge- 55 
hend ausgeblendei, und es wird eine dreidimensionale Abta- 
stung moglich. - - 

In einer Sonderlbrm der Scanning-Luminiszenz-Mikro- 
skopie, wie sic oben angedeulet wurde, erlblgt die Anre- 
gung der Probe durch einen nichtlinearen Zwei- oder C-iO 
Mehrphoionenprozefi, welcher per se auf die Fokusebene 
beschranki isi und dam it in den nieisien Fallen eine konfo- 
kale Blende unnotig machi. In dicsem Fall isl es nicht erfor- 
derlich, das crniilicrie Lichl die gesamte opiische Anord- 
nung ruckwiiris durchlauten zu lasscn. Ein Dciektor kann 65 
uuch bereiis unmilielbar hinler das Objekliv pluzicrt wcrden 
(kein "Descanning"). Wie in Fig. 1 angedeulet. kann hierfur 
im Strahlengang des Mikroskops 14, d. h. zwischen Objek- 
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liv 32 und Tubuslinse 34, ein dichroitischer Strahlieiler 30 
vorgesehen sein, so daB das von dem Objekt 12 emittierie 
Lichl direkt nach Passieren des Objektivs 32 aus dem Strah- 
lengang ausgekoppelt und tiber eine weitere Tubuslinse 36 
auf einen in der Detektorposition 18 angeordneten Deteklor 
abgebildet wird. Das so zu einem gegebenen Zeitpunkl auf- 
gesaininelle Licht stamint prinzipbedingt immer aus dem 
gerade beleuchtelen Fokuspunkt. 

Obschon mil derartig aufgebauten Luminiszenz-Mikro- 
skopen durchaus vielversprechende Ergebnisse erzielt wur- 
den, besteht weiterhin.das. Bedurfnis nach Verbesserungen 
auf dieseni (lebiet. Der vorliegenden Erfindung liegt daher 
insbesondere die Aufgabe zugrunde, ein Luminiszenz-Mi- 
kroskop der eingangs genannten Art mit erhoht.er Abtastge- 
schwindigkeit, verbesserter Auflosung, hoherer Sammeleffi- 
zienz und/oder vereinfachter Bauart bereitzustellen. 

Zur Losung dieser Aufgabe weist erfindungsgemaB die 
Scanncranordnung cincs punktabtastcndcn Luminiszcnz- 
Mikroskops der eingangs genannten Art Piezoaktoren zum 
Erzielen von Scanbewegungen zwischen Abtastlichtstrahl 
und Objekt auf. 

In fast alien bisher realisieiten Konzepten wird der zur 
Beleuchtung dienende Spot mittels galvanometrischer Scan- 
ner in zwei Dimensionen uber das Gesichisfeld bewegt, 
weshalb dieser Vbrgehensweise als Punklscan-Verfahren be- 
zeichnet wird. Galvanometer- Scanner besitzen eine be- 
grenzte Geschwindigkeit, insbesondere wenn einzeine 
Punkte gezielt "arigefahren" werden sollen. Man wahltdes- 
halb zumeist eine zeilenformige Abtastung, wobei der zur 
Zeilenabtastung herangezogene Scanner sich sinusoidal be- 
wegt, wahrend der dazu orthogonale Scanner innerhalb ei- 
nes Bildes lediglich eine lineare Bewegung durchzufiihren 
hat. Die sinusoidale Bewegung ist nur eine schlechte Appro- 
ximation an die an sich erwunschte Sagezahnbewegung. Ihr 
Hauptnachteil liegt darin, daB selbst wenn man standig 
wechselnde BeHchtungszeiten in Kauf nimmt, sich nur ein 
Bruchieil der gesamten Scanzeit fiir die Datenaufnahme nut- 
zen laBi und ein betrachtlicher Teil des Praparals (namlich 
der an den Wendepunkten gelegene) dem schadlichen Beob- 
achtungslichl ausgesetzt wird, obwohl er gar nichl beobach- 
let werden soil. Diese Probleriie las sen sich uberwinden oder 
weitgehend abschwachen wenn gemaB der vorliegenden Er- 
findung Piezo-Aktoren eingesetzt werden, da diese prinzi- 
pieli schnellere Bewegungen emioglichen. 

Wie eingangs unter Bezugnahme auf die bei 20 und 22 in 
Fig, 1 gezeiglen Scanvorrichlungen erwahnt, lalSl sich eine 
Relativbewegung zwischen dem Abtastlichtstrahl und dem 
Objekt entweder durch Bewegen des Objekts oder durch 
Bewegen des Abtastlichtsstrahls bewirken. Daher kann, um 
den Abiaslhchlstrahl zu einer Scanbewegung in der betref- 
fenden Scanrichtung zu veranlassen, fiir jede Scanrichlung 
des Ablasilichlsirahls ein iiiil einem Piezoak tor gekoppelles 
optisches Element vorgesehen sein, das mittels des zugeho- 
rigen Piezoakiors verslellbar ist. Soil nichl der Abtaststrahl 
sondem statidessen das Objekt bewegt we rden^ kann eine 
vorzugsweise mittels Piezoaktoi'en verstellbare opiische 
Pinzette zum Vcrstellen des zu untersuchenden Objekts ge- 
geniiber dem Abtastlichtstrahl vorgesehen sein. 

TJnabhangig davon, ob die Relativbewegung zwischen 
Ablasthchstrahl und Objekt durch Versicllen der Richtung 
des Abiastlichstrahls oder durch Posit i on sanderung des Ob- 
jekts hervorgerufen wird, kann die Scanncranordnung eine 
lur Grobbewcgungcn zwischen Abtastlichisirahl und Objekt 
sorgende Grob-Scanncreinheii aufweisen, und die Piezoak- 
toren bzvy. die optischc Pinzette konnen Tcil einer Fein- 
Scan nerein he it sein, 

IDas vorlicgend beschriebene System kann somil insbe- 
sondere dazu verwandt werden, klassische Scansystcme uni 
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'■^ ■■ einen kleinen, deurlich schncUercn Zoombereich zu erwei- 
tem. In dieseni Bereich soli eine genaue unci schnelle Adres- 
sierung einzelner Punkie nioglich werden. Dadurch kann in 
eineni inr.eressierenden ObjekT jedweder uninreressante Hin- 
lergrund ausgeb lender (d. h. gar nicht erst, abgetastet. wer- 5 
den), welcher haufig einen GroBieil dcr Bildinfomiation 
ausniachl. Die Piezoaktoren konnen auch ini Zusamnien- 
spiel mit den Galvanonfieier-Scannem dazu benutzi werden, 
das Gesanusysieiii zu bcschleunigen, d. h. sie konnen dazu 
diencn, Fchler und Obersch winger dcr Scanner zu koinpen- lO 
sieren und die Sinusform seiner Bewegung mehr an die er- 
wunschte Sagezahnforiii anzunahem. 

Die oben genannte Aufgabe wird auch durch ein punktab- 
lastendes Luininiszenz-Mikroskop der eingangs genannten 
Art,gelosU welches mil einer konfokalen Blende ausgestat- 15 
let ist, wobei die Detektoranordnung einen Flachensenson 
insbesondere einen CCD-Chip, aufweist, welcher selbst die 
konfokalc Blende bildcL. Hicrbci kann dcr Flachcnscnsor 
derarl ausgelegt sein, daB Intensitatsinforniationen von be- 
iichteten Pixeln des Flachensensors wahrend des Scanvor- 20 
gangs in eine Speicherzpne des Flachensensors geschoben . 
werden. 

) In praktisch alien heute verfugbaren konfokalen Mikro- 

skopen werden Photoinultiplier als Derekioren eingesetz!. 
Ilir Hauptvorleil isl ein auBerordcnLlich niedriges Dunkel- 25 
rauschen, welches die Deieklion einzelner Photonen ermog- 
licht, ihr Hauptnachteil jedoch die geringe Quantenaus- 
beute, welche ledigiich im Spekiralbercich unterhalb von 
500 nni die 20%-Marke uberlritTl. CCD-Chips dagegen 
konnen auch obcrhalb 500 nm Quanienausbeuten von > 30 
90% aufweisen, und die neusle Generation solcher Chips 
kann mil ein ein ebenl^alls iin Bereich weniger Elektronen 
angesiedelten Rauscheti ausgelesen werden. In cineni von- 
Brakcnhoff et al, vorgeschlagenen Konzepl ("Confocal ima- 
ging with bilateral scanning and array dclcclors" GJ. Bra- 35 
kcnhoff, K. Visscher, Journal of Microscopy, Vol*. 165, Pr 1, 
Januar 1992, S. 139-146) werden solche CX:D-Chips eben- 
talls in ein konfokales Mikroskop eingebaut, allerdings 
durchlauft hier der Lichisirahl nach Passieren der konfoka- 
len Blende noch cinnial eine zweidiinensionale Scanvor- 40 
richtung, welche den Lichistrahl in dcr Bildcbene wieder an 
eineni deni urspriinglichen Bildpunkl cntsprcchenden Punkt 
pla/.ieri. Nach AbschluR des koiubiniertcn Scan/lDescan- 
^ - Vorgangs kann soniit am Flachcnscnsor (CCD-Chip) ein- 

kunfo kales Bild abgcgriffcn werden. Das Vcrfahren erlaubi 45 
nur einen cinzigen Durch niesser dcr konfokalen Blende, 
welcher der GrofSc eines Pixels cnispricht. 

Im vorliegend vorgesicllien Konzepl fungicri der CCD- 
Chip selbsi als (variable) konfokalc Blende, welche syn- 
chron mit dcm Scanvorgang bereils ausgelesen wird. Ilier- 50 
fiir werden die Intcnsii;iisint>^rm;ition der helichieien Pixel 
bereils wahrcmi des Scan vorgangs kontinuicrlich, oder be- 
vor/.ugi pulsariig in dcr tjbcrgangszeit zwischen zwei be- 
nachbarten Scanpunklen, in die Spcichcrzone des Chips ge- 
schoben, von der sie kontinuicrlich ausgelesen werden kon- 55- 
nen. Zu diesem Zweck sol lie die elektronische Shilifre- 
quenz des Chips deullich groGcr als die gewiinschie Scan- 
tYequenz des Mikroskops sein. Durch entsprechendcs Bin- 
nen einzelner Pixel kann enl wedcr bereils wahrend des Aus- , 
lescvorgangs (on chip- binning), oder spater mil ids eines 
Rechners die GroBe der konfokalen Blende trci variieri und 
den Gcgebenheiten optimal angepaBl werden. 

In wciierer Ausgestattung der Frfindung lassen sich spck- 
irale Tnlbrniaiioncn gcwinncn, wcnn zur Aufspaliung des 
von dcm Objckt cmitticricn I jchis ein dispcrsivcs Hlcmeni f>5 
vorgcsehen isl. 

Zusalzlich oder aliernativ zu den bisher beschriebcncn 
l.osungswcgon wird die dcr Friindung zugrundc liegcndc 
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Aufgabe ferner durch ein punktabtastendes Luminiszenz- 
Mikroskop der eingangs genannten Art gelost, welches fiir 
die Zweiphotpnen-Fluoreszenzmikroskopie ausgelegt ist^ 
wobei erfindungsgeniaB die Fichtquelle zur Abgabe von 
Rechteckimpulsen ausgelegt ist. 

Die Zweiphotonen-Fluoreszenzmikroskopie macht sich 
einen in den 30er .Tahren vorhergesaglen und in den 60er 
.lahren experimenteli verifizierten nichllinearen Eftekt. zu- 
nuize. Dabei werden Fluorophore nichi durch Photonen an- 
geregt., deren Energie der Energiedifferenz zwischen Grund- 
und erstem angeregten elektronischen Zustand entspricht, 
sondem durch Photonen der halben Energie, d. h. der dop- 
pellen Wellenliinge. Einer der Hauptvorleile dieses Verfah- 
rens besteht darin, daB langweiliges Licht viel tiefer in bio- 
logisches Gewebe eindringen kann. 

Daniil zwei Photonen, in synergistisclier Weise zusam- 
rnenarbeiien konnen, mussen sie quasi gleichzeitig aniFluo- 
rophor ankommcn. Dies crfordcrt auRcrordcntlich hohc 
PhotonenfiuBdichlen, welche ublicherweise durch die Kon- 
zenlration der eingesetzien Li chtdauerlei slung auf sehr 
schnelle Laserpulse (Sub-Picosekunden) erzieli werden. Mit 
einer schnellen Folge (gewohnlich 80-1,00 MHz) solcher 
Pulse konnen die norigen Spitzenintensilaten erreicht und 
die Dauerbelastung des Praparats minimal gehalien werden. 

Es isl leichL einsichtig, daB die erforderliche Dauerlei- 
siung umso geringer gehalten werden kann, je kiirzer die 
applizierten Pulse sind. Aus diesem Grund wurden ver- 
slarkte Anstrcngungen unternonimen, die Pulslange am Ort 
des Praparati? unter 100 fs zu driicken. Nun hat sich aber gc- 
zeigl, daB hohe PhotonenfiuBdichlen auch negative Ein- 
fliisse auf das Praparat ausuben konnen. Auch wenn die Me- 
chanisn)cn dcr auftretenden Zx^llschadigungen noch hicht 
vollstandig vcrstcuiden sind, so kann man bereils hcute ver- 
muien, daB sie mit dem Auftretcn von gleichzciiiger 3-, 4- 
und Mehrphotonenabsorptionen einhergehen. Aus der Pois- 
sonsiatisiik ergibi sich, daB bei hoher Wahrscheinlichkeit ei- 
ner erwunschten Zweiphotonenabsorplion auch uner- 
wunschte Mehrphotonenabsorptionen zu erwarten sind. Die 
Wirkung solcher Mehrphotonenabsorptionen entsprichi der 
einer UV-Licht Exposition, welche biologischc Sysieme be- 
kanntermaBen schadigt. 

Demcniiiprechend wird gcmaB der vorliegendcn Erfin- 
dung ein Vcrfahren vprgeschlagen, welches die optimalc Si- 
gnalgliic bei niinimaler Probenbelastung, sichersicUt. Es 
geht von dcr Uberlegung aus, daB eine Verringerung dcr 
Spitzenintensilaten zwar die Wahrscheinlichkeit erwiinsch- 
ter Zwciphotonenabsorptionen reduziert., noch mehr jedoch 
auch die von un erwunschten Mehrphotonenabsorptionen. 
Um die gleichc Signaisiiirkc zu erziclcn, muR bei cincr Rc- 
duzierung dcr Spitzenintcnsitat um den Faktor n der Puis n" 
mnl langer und damil die Dauerbelastung tim den T*'akior 
n~/n = n gcslcigert werden. So geschen ware die liclastung 
dutch unerwiinschte Mchrphoioncnabsorptioncn ; bei einer 
Daucrbcleuchiung am gcringsten, jedoch ware die Dauerbe- 
lastung der Probe dainil auch unertraglich hoch. Ein Bei- 
spiel mag dies verdeudichen: Will man mit Dauerlicht die 
gleichc Signalstarke er/.ielcn wic mil einer lOOMHz Folge 
von 100 fs langen Pulsen, miiBte die Dauerbelastung um den 
Faklor (10^)"'^-, d. h. mehr als 300x gestcigert werden. Dies 
ist naliirlich nicht rcalistisch well Photonen im nahen IR 
vom Wasser absorbiert werden und das biologischc Material 
damit "gckocht" werden wiirde. Irgendwo zwischen 100 fs- 
Puiscn und Dauerlicht muB deshalb die optimalc Pulslange 
fiir die Zwciphoionen-Mikroskopie liegcn. Das hier vorgc- 
stcliic Vcrlahrcn zicli dahcr daraut", die optimalc Pulslange 
nicht mil dcr ublicherweise eingescizien Ciausschcn l^u'ls- 
forni zu appliziercn, sondcrn als Rcchtcck-Puls, dcnn ein 
rcchlcckiger Puis bielel die maximalc Zwciphotoncnanrc- 
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gung bei miniirialer Dauerlichibelastung. Die effektive opii- 
niale Pulsdauer, die durchaus fur unterschiediiche Priiparate 
unterschiedlich sein kann, laBt sich hierbei durch einfache 
Versuche emiiUeln. 

In weiierer Ausgestalt.ung der Erfindung lassen sich die 
genannten Rechteckinipulse dadurch einfach mit hoher 
I^lankensteilheit erzeugen, daB diese aus inehreren kurzen" 
aui'einandertoigenden Einzelinipuisen zusaiiiinerigesetzt 
sind. Hierlur kann die Lichtquelle eine Anordnung zur Er- 
zcugung eincr ebchen Wellenfroni sowie eine senkrecht. zu 
dcr.Ausbreilungsrichrung der ebeneii Wellenfront angeord- 
ncte ireppenfoniuge Transmissionsanordnung aufweisen, 
bci welcher es sich insbesondere uni eine treppenforniige 
Anordnung von Glasplattchen handeln kann. Andere Me- 
thoden nach deni Stand der Technik zur Erzeugung eines 
rcchteckigcn Zeilprofils konniien ebenfalls in Frage. (z. B. 
zwci Beugungsgiucr), Es ist allerdings darauf zu achten, daB 
allc Einzclpulsc in der Objcktiv-Pupillc cine glcichniaBigc 
OrtsvcrteiUing aufweisen, da nur so eine beugungslimitierte 
Piinktabbildung in der Objekiebene gewahrleistet ist. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Auf- 
gabe wird femer durch ein punktabtastendes Luminiszenz- 
Mikroskop gelosi, welches fur die Zweiphotonen-Ruores- 
zenzniikroskopie ausgelegl ist und bei welchem ein zur Be- 
Icuchiung des Objckls vurgesehenes Objekliv zugleich zuiii 
Samnieln eines Teils der von denri Objekt emitticrten Photo- 
nen genutzi ist, wobei hinler eineni Kondensor ein zweiter 
Dcickior plaziert ist. 

Die Zwcipholonen-Fluoreszenzanregung ist ein ini we- 
scnthchen auf den Fokus begrenzter Vorgang, da nur don 
die bcnotigien hohen Spitzeniniensitaten vorherrschen. Eine 
Kqnscqucnz dieser Taisachc isi, daB quasi-konfokale Bilder, 
tl. li/ Bilder iiiii ciner drei-diniensionalen Information ohne 
Zuhilfonahnic eines konfokulen "Pinholes" aufgenorunien 
werden konnen: A lies Licht, welches zu eineni gegebenen 
Zeiipunkt von einer Probe einiriiert wird, mu(3 seinen Aus- 
gangspunki in der jeweiligen Fokusposition haben. Damit 
isl es nicht rriehr nolig, sich zur Messung der Emission aus- 
schlieBlich der glcichen Optik zu bedienen, welche zur Er- 
zeugung dcs Fokuspunktes diente, sondern es lassen sich 
einfache Anordnungen rcalisiercn, welche zu einer beiracht- 
lichen S i e ige ru n g der S aiii me le ffi zi enz f u h re n . 

Die cinfachste de ran ige Anordnung bedieni sich, analog 
zuni Stand cier Technik, eines Objektivs zur Erzeugung des 
ablasienden Belcuchiungsspols, bcnutzl zum Samnieln der 
emiitiertcn Phoionen, jedbch nicht ausschlieBlich das Ob- 
jekt iv (sogcnannte Aulhchtfluoreszenz), sondern auch einen 
auf der gegenLiberliegenden Seiie plazierien Kondensor. Da 
kcinc Abbiltiungscigenschaften gcforderl werden, kann ein 
Kondensor der hochsien numerischcn Apcrtur (gcwohnlich 
ein OIknndcnsor mil NA - 1 ,4) eingeseizt werden, welcher 
bis zu 50% alien eniitliencn Lichies erfaBt. Kombiniert mit 
einem Objekliv hoher numcrischer Aperlur lassen sich da- 
mil Sammeicflizienzen von > 70% realisiercn. 

Die der vorliegenden Hrhndung zugrunde hegende Auf- 
gabe wird des weiieren auch durch ein punktabtastendes Lu- 
miniszenz-Mikroskop gelost, welches fur die Zweiphoto- 
nen-Fluoreszcnzmikroskopie ausgelegl ist und bei welchem' 
im Slrahlengang dcs Mikroskops cin LangpaBfilter angeord- 
net ist, welcher langwelliges Anregungslicht passieren liiBt, 
von dem Objcki renekiieries Fluores/en/lichi. jedoch reflek- 
lierl. Auf dicse Weise laBl sich ebenfalls die SanuTielcfh- 
/ienz sieigcrn, wobei hier jedoch kein zweiler Detektor, wic 
bei dem gerade bcschriebenen Konzcpi, erforderlich ist, 

Plaziert man den LangpaBfilter in den Raum zwischen 
Objekliv und Tubuslinse, d. h. in den "unendlichen Bereich" 
der in Fig. 1 als Mikroskop 14 be/eichneten Anordnung. 
wird alles voni Objekliv aufgesamnielle Lichl zurtick auf 



)1 139 A 1 

6 

die Probe fokussiert und auf den Kondensor gerichtei., wo es' 
zusammen mit dem unniittelbar von der Probe kofnmenden 
Licht mit einem einzigen Detektor aufgesammek werden 
kann. 

5 Da insbesondere bei stark streuenden Proben das appa- 
rente Gesichisfeld oflmals weit groBer als das reeile sein 
kann, ist zum Regisirieren von starker geslTeutem Eniissi- 
onshcht vorzugsweise eine Detektionsoptik vorgesehen, die 
so ausgelegt ist, daB sie Licht sowohl aus eineni inieressie- 
10 renden Gesichtsfeld als auch zusatzHch in einer streuenden 
..Probe gestreutes Lichl aus einem virtuellen Gesichtsfeld 
aufsammelt. 

Altemativ kann moglichst viel des voni Objekt emittier- 
teh Lichtes auch mil einem einzigen, hinter dem Objektiv 

15 plazierten Detektor ertaBt werden, wenn ein Spiegel derart 
angebracht wird, daB er das in Transmissionsrichtung emit- 
tierte Licht zuruckreflekiiert, so daB es zusammen mit dem 
Epifluorcszcnzlicht voni Objektiv aufgcsanimcU werden 
kann. Vorzugsweise ist dabei die Spiegelflache derart di- 

20 chroitisch ausgebildet, daB sie Anregungslicht durchlaBt 
und nur vom Objekt emittiertes Licht reflektiert. Bei geeig- 
neter Ausbildung und/oder Plazierung dieses Spiegels kann 
die Samnieieffizienz groBer sein als" es der nuraerischen 
Aperlur des Objektivs entspricht^ dann namHch wenn durch 

25 die opiische Anordnung die numerischc Apertur des in 
Transmissionsrichtung emittierten Lichtes verkleinert wird. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Auf- 
gabe wird ferner durch ein punktabtastendes Luminiszenz- 
Mikroskop der ein gangs genannten Art gelost, welches fur 

30 die Zweiphotonen-Fluoreszenzmikroskopie ausgelegl ist, 
wobei die gesanue Mikroskopoptik durch eine einzige Spie- 
gel anordnung ersetzt wird. Zum Bei spiel kann im Slrahlen- 
gang hinter dem Objekt ein parabolischer Spiegel so plaziert 
werden, daB er aus parallelem Anregungslicht am On des 

:^5 Objekts einen bcugungslimitierten Spot erze ugt, und wobei 
im Slrahlengang vor dem Objekt als Selektionsanordnung 
ein dichroitischer Strahlteiler angeordnet ist, der Anre- 
gungslicht von FluoreszenzHcht trennt und Fluoreszenz- 
licht, das von dem Objekt in Rich lung des Strahlteilers emit- 

4i) tiert wird, zusammen mit von der Spiegelanordnung reflek- 
tieriem FluoreszenzHcht unniittelbar auf die Detcktoranord- 
nung autTallen laBt. Prinzipiell konnen stall parabolischer 
auch elliplische Oberflachen zur Erzeugung des beugungsH- 
miiierten Spots herangczogen werden. Statt eines kolliinier- 

45 ten Anregungsstrahls wird dann cin divergcntes Strahlbun- 
del benotigt. 

Die genannte parabolische Spiegelanordnung kann von 
einem mil eincr Iniinersionsnussigkeii gefullten Trog gebil- 
det sein, dessen Inncnwandung verspicgelt ist und der mil 

50 einem Dec kg las abgcdcckl ist, das auf seiner der Spiegelan- 
ordnung zugcwcndclenlhncnscitc das Objeki iriigl, odcr sie 
kann von einem massivcn Cjlaskorper gcbildcl sein. der auf 
seiner einen Scite plan ist und der auf seiner anderen Seite 
parabolisch ge lorn it und verspiegeli isl, wobei der (jlaskor- 

55 per an seiner planen Seite mil einer mil Inimersionsfiussig- 
keii gefullten Kammer versehen isl, in welche das Objeki 
eintaucht. 

Bevorzugie Ausfiihrungsfomicn der Erfindung werden 
nachstehend unicr Bezugnahme auf die beigefijglen Zeich- 
6<) nungen beschrieben. Es zeigen 

Fi^. 1 eine schematische Darslellung eines punkl abla- 
sienden Luminiszenz- Mikroskops, bei welchem sich bevor- 
zugie Ausluhrungsformcn der Erfindung rcalisiercn lassen; 

Kij», 2 eine schematische Darslellung einer erfindungsge- 
65 niiiBcn Scanvorrichiung zur schncUcn Tx'inposiiionicrung; 

Kij». 3 eine schematische Darslellung eincr bevorzugien 
Ausfiihrungsform dcs vorliegcnd bcschriebenen punkl abla- 
sienden Luniiniszcnz- Mikroskops, bei welchem eine opti- 
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schc Pinzetic zuni Halien und Bewegen dcs zu untersuchen- 
den Objekts eingesetzt wird; 

Fig, 4 eine scheiiiatischc DarstcUung der Bilderfassung 
iTiit.tels eines CCD-Chips, der a Is k on f ok ale Riende einge- 
seizt wird; - 

Fig. 5 eine scheiiiaiische Darsiellung einer Ausfuhrungs- 
fonn des punklabiasienden Luminis/enz-Mikroskops, bei 
welchem fur. cine spekirale Aufspailung des Einissionslichls 
gesorgi isi; 

Fig. 6 eine Prizipdarsiellung fur die Erzcugung eincs 
Rcchleckinipulses zur Anregung einer zu uniersuciienden 
Probe: 

Fig. 7 eine schenialische Darsiellung einer Anordnung, 
mil welcher sich Rcchicckinipulse geniiiB Fig. 6 erzeugen 
las sen; 

Fig. 8 eine schenialische Darsiellung einer Anordnung, 
mil welcher sich eine gleichzeiiigc Dei ek! ion von eiiiitiier- 
len Photoncn ini Objckliv- und Kondensorstrahlengang rca- 
lisieren laBt; 

Fig. 9 eine Ansicht ahnlich Kig. 8, niitiels deren eine De- 
rek ti on von in alien Raunirichiungen emit tier ien Phoionen 
mil deni Kondensor erfolgt; 

Fig. 10 eine scheinaiische Darsiellung der durch Licht- 
slreuung bedinglen Vergrolierung des apparenten Gesichts- 
lelds ini Vergleicli zuiu reellen Gesichlsield eincs si re ue ri- 
de n Objekts; 

Fig. 11 ein optisches Sysieni, mil welchem ein moglichsi 
groBer Anteil des von eineni zu uniersuchenden Objekt 
emiilierlen Lichis durch das Objekliv erfaBl werden kann; 

Fig. 12 und 13 Ausfiihrungsrormen des in Fig. 11 ski/.- 
zierlen Systems, bei welchem auf ein Objekliv im klassi- 
schen Sinne verzichiei werden kann.: und 

Fig. 14 eine Ansichl cines opi ischen Syslems iihiilich Fig, 
13, bei welchem ein zu uniersuchendcs Objeki sich von 
zwei gcgenuberliegenden Seiten heleuchlcl. laBl. 

Wie eingangs berciis gcschilderi wurde, zeigl.Fig. 1 ein 
punklabiasiendes T.uminiszenz-Mikroskop, wobei eine 
Scanvorrichlung, welche den Beleuchiungs-Spol relaliv 
zum uniersuchenden Objeki bewegt, als Scanvorrichlung 20 
angedeuiei isi. Die Scanvorrichlung 20 kann beispielsweise 
•eine galvanonielrischC' Scanvorrichlung scin, die lur eine 
Cirob-Posilionierung des auf das Objekt 12 geriehleien .Ab- 
tasllichtslrahls sorgt. Zur l-ein-Positionieriing des auf das 
Objeki 12 gerichieien Beleuchiungs-Spois kann die Scan- 
vorichtung 20 femer eine Scanvorrichlung aul'weisen, wic 
sie in Fig. 2 schenialisch dargesieili isi. 

In die Scanvorrichlung gemaB Fig. 2 einfallendes, paral- 
leles, polarisieries Anregungslicht 44, beispielsweise von ei- 
nem Laser, wird nach Passieren eines Polarisationswurlels 
46 uber eine Linsc 48 in eine VAvischenbildebene lokussieri 
und durch eine zweite T .inse 50 wieder ins Unendliche abge- 
bildei. Der Sirahl passieri ttann ein Xya-Plaiichen 52, wird 
von einem Planspicgel 54 refleklierl und durchliiuft danach 
die Anordnung riickwiirls bis zum Polarisaiionswurlel 46. 
wo er inlolge der um 90" gedrehien Polarisation vom ur- 
spriing lichen Sirahl 44 geirenni und in Richiung des Pl'eils 
56 gelenkl wird. Das dadurch in x-y-Richlung ablenkbarc 
Anregungslicht kann eni weder direkt eineni Mikroskop zu- 
gcRihrl werden, oder aber einer (irob-Scanyorrichlung. wel- 
che groBere Auslcnkungen als der Piezoscanner zuliiBt, und 
dann erst deni Mikroskop. 

Die hier gczeigle Anordnung niacht sich die 'lalsache zu- 
nutze, daB bei geeigneler opiischcr Anordnung die liewc- 
gung einer T.insc urn den Weg x eine Bcwegung des liild- 
punkies um den Betrug 2x hervorruien kiinn. I'erner erlaubi 
sie es. die Bcwegung des Si rah Is in x- und y-Richiung von- 
cinandcr median isch zu enikoppeln. Mil der gezcigien An- 
ordnung liiBl sich praktisch jcdes besichende Scansysient 



einfach aufrusien. Die Anordnung kann als kleine kompakie 
Einheil zwischen die in Fig. ] gczeigle Lichtquelle 10 und 
die Scanvorrichlung 20 plaziert werden, bzw. einen Teil der 
Scanvorrichlung 20 bilden. Die gezeigle Scanvorrichlung 

5 eignet sich auch zum Ein sat z in einem Reflexionsmikro- 
skop. , . ' 

Eine zweite prak likable Varianle der Abtastung isi das so- 
genannie Objekiscan-Vcrfahren, bei welchem eine Scanvor- 
richtung (Scanvorrichlung 22 in Fig. 1) das zu untersu- 

10 chende Praparal relativ zum dann fixen Fokuspunkt bewegt.. 
Der Vori.eil dieser Ausbildung liegt in den drastisch verrin- 
gerlen Anforderungen an die optische (lUle (Planitai) des 
opiischen Syslenis. Sein Hauptnachleil isi die Langsamkeil, 
welche mil der niechanischen Bewegung des Objektes ein- 

15 hergeht. Bei der in Fig. 3 gezeigten Ausfuhrungsform wird 
daher das zu uniersuchende Objekt, 12 nichi miisami seiner 
Hake rung mechanisch. sondem in seinem Iinniersionsnie- 
dium mil Hilfc einer sogcnannlcn opiischen PinzeLtc 62 bc- 
riihrungsfrei be weg I. Das in Fig, 3 schematisch gczeigle Lu- 

20 niiniszenz-Mikroskop verl'ugt uber einen ahnlichen Aufbau 
wie das in Fig, 1 gezeigte Luminiszenz-Mikroskop, wobei 
jcdoch bei der Ausfuhrungsform gemaB Fig. 3 die Licht- 
quelle 10 fur die Erzcugung von kollimieriein Anregungs- 
licht so angeordner isL, daB das Anregungslicht nichl die 

25 Scanvorrichlung 20 passieri, sondem daB es uber den di- 
chroitischcn Sirahlleilcr 30 und das Objekliv 32 direkt auf 
das zu uniersuchende Objeki 12 abgebildet wird. Dorl, wo 
bei der Ausfiihrungsfonn nach Fig. 1 die Anregungslichi- 
quelle vorgesehen war, ist bei der Ausfuhrungsfonn nach 

30 Fig. 3 eine weitere Quelle lur kollimienes Licht vorgesehen, 
wobei dieses Lichl jedoch nicht als Anregungslicht sondem 
zum Bewegen der Probe 12, d. h. als opiische Pinzeiie 62, 
dienl. Analog zu der Fein-Posilionierung dcs Ablasistrahls, 
wie sie unier Bezugnahnic auf Fig, , 2 erlauicrt. wurde, kann 

/15 die Anordnung nach Fig. 3 eine Feinposiiionierungsanord- 
nung gemiiB Fig. 2 aufweisen, wobei hier jedoch nichl der 
Abtasllichlstrahl, sondem der kolliniierle Lichislrahl zum 
Plallen und Bewegen der Probe feinposilionierl wird. 

Das in Fig. 3 fur den Fall einer konfokalen Abbildung gc- 

41) zeigte Prinzip laBi sich im Falle der Zweiphotonen-Anre- 
gung durch Weg I as sen der konfokalen Blende 24 und/oder 
durch Deieklion des limissionslichles bercits zwischen Ob- 
jekliv 32 und.Scanvorrichtung 20 weitcr vereinfachen. 
Unier erneuier Bczugnahme auf Fig. 1 wird, wic bereits 

45 oben erwahni wurde, vorzugsweise ein CCD-Chip zum lir- 
iassen eines Bildes bcnulzl, wobei gemaB einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform der CCD-Chip selbsi als variable konfo- 
kale Blende 24 wirki und hierfur der (X'D-('hip synchron 
mil dcm Scanvorgang ausgelesen wird. Dabei werden die 

5i) Inlensitiitsinfoniialionen der belichielen Pixel wiihrend des 
Scanvorgangs koniinuierlich odcr pulsarlig in der tlher- 
gangszeil zwischen zwei benachbarien Scan punk ten in die 
Speicherzone des Chips gcschoben, von der sic k(?nlinuicr- 
lich ausgelesen werden konnen. 

5.S Die Anordnung lunktioniert jedoch nichl nur mil einem 
CC'D-Detektor in der Deiekiorposition 16^ wobei in diesem 
Falle das Bild des emitiierenden Fokus slalioniir bleibl, son- 
dern auch, wie es in Fig, 4 schenialisch dargesieili isi, in der 
Deiekiorposition 22, wenn der P'lachensensor in der ersten 

6tJ /wischenbildebene plazieri ist. , Der Leuchlpunkl bewegt 
sich dabei entsprechemi der Scanbewegung iibcr den Sen- 
sor, und die liildinformation muB spaler im Rechncr "sor- 
tiert" werden. In Fig. 4 gibl der T^fei! 66 die Scanbewegung 
an, wiihrend der Pfeil 68 die Richiung des /.eilcnvorschubs 

65 angibi. Diese Anordnung bieici den y.usalzlichen Voricil, 
daB der l-liichensensor in tier Bildebene auch ganz noi'niale 
"Wei 1-1 'c Id" Bilder uuf/.eichncn kann. und zwar sowolil im 
Durchlichl. als auch in der AuflichllUioreszcnz.. TA;tzieres cr- 
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forden, den Einsatz eincr zusarzlichen Auflichl-Beleuch- ' missionsanordnung 80 von einer ireppenfomiige Anord- 
tung, wie sie im Stand dcr Technik bekannr ist. Dazu bieiei nung von Glasplatichen gebildei sein. Es ist allerdings dai"- 
sich eine polychrbmatische Bclcuchtungseinheit an, wie sie auf zu achten, daB alle Einzelpulse in der ObjekLiv-PupiUe 
in DR 42 28 366 C2 offenbart ist. eine gleichmaRige Ortsverteilung aufweisen, da nur so eine 

'Ein weiterer Vorteil des Konzepts ist, daB sich das Emis- 5 beugungslimilierte Punktabbildung in der Gbjektebene ge- 
sionsLichL speklral aufspallen laBl, wobei dies ini Falle einer wahrleistet. isi. 

unendlich korrigierten Mikroskopopiik durch das Einbrin- Fig. 8 zeigl scheniatisch eine Ausfuhrungsfonn eines Lu- 

gen eines dispersiven Elementes, z. B. eines l^risiiias Oder ininiszenz-Mikroskops, bei . welchein, wie eingangs be- 
eines opiischen Gilters, zwischen das Objekiiv 32 und die schrieben, von einer Zweitpiioionen-Fluoreszenzanregung 
Tubuslinse 36 bewerkstelligt vyerden kann. Eine derartigc lO Gebrauch gemacht wird. In Fig. 8 sind die Teile des in Fig. 1 
Anordnung isi-in Fig. 5 gczeigi, in der nur derBercich derin " gezeigten Luininiszenz-Mikroskpps unterhalb_ der Tub.us- 
Fig. I insgesaini dargesiellten Vorrichtung oberhalb derTu- linse 34, d. h. die Zwischenbildebene 40, die Scanlinse 42, 
buslinse 34 veranschauliehi ist. AnregungslichU welches etc., der Einfachheii halber nicht dargestellt. Die in Fig. 8 
den dichroilischcn Sirahlleiler 30 in Fig. 5 von.unien koni- gezeigte Anordnung bedient sich, analog zum Stand der 
mend passicrt, wird uber das Objektiv 32 auf das zu untersu- 15 Technik, des Objektivs 32 zur Erzeugung des ablastenden 
chende Objekl 12 abgebildet. Von deni Objekt 12 cmitiiertes Beleuchtungsspots, benutzt zuni Samnieln der eiiiittierten 
Licht wird nach Passieren des'ObJektivs 32 niiitels des di- Photonen jedoch nicht ausschheBHch das Objektiv 32 (soge- 
chroitischcn Sirahltcilcrs 30 voni Anregungslichi gctrcnnt; nanntc Auflichtfluorcszcnz), sondcm auch bincn auf dcr gc- 
nulicls cincs Prismas 72 speklral zerlegt und iibcr die Tu- genuberiiegenden Seite plazierten Kondensor 86, mittels 
buslinse 36 aut^ die einen CCD-Flachenscnsor aufwcisendc 20 dessen von deni zu untersuchenden Objekt 12 emittieries 
Detektoranordnung 18 abgebildet. Damil wird der spcktrale Licht uber.eine Tubuslinse 92 auf einen Detekior 90 abge- 
Bereich des Eiiiissionslichtes auf einige Pixel verschiniert. bildet wird. Bringt man ferner in den Kondensorstrahlen- 
Die Pixel dienen soinit nicht nur als konfokale Blcnden, gang noch einen weiteren dichroitischen Strahlleiler 88 ein, 
sondem auch als Ausiritis-Spalte einer Spektrorneleranord- wiees in Fig. 8 dargestellt ist, kann der Kondensor 86 unter 
nung, wobei der Einlritls-Spalt von deni belcuehlelen Po- 2.5 Verwendung einer Liehlquelle 94 auch zur Durchliclilbc- 
kuspunkt gebildei ist. Aus einer raunilichen Zuordnung cin- . leuchtung des Objekts 12 benutzt werden. 
zeiner Pixel konnen dann spektrale Inlonuaiioncn gewon- Das obige Konzept laBt sich auch ohne zweiten Detektor 

' nen werden. realisieren. indein, wie in Fig. 9 gezeigt, ein LangpaBhlier 

Erfolgl die Anregung des zu uniersuchenden Objekis wic 96 ini Slrahlengang des Mikroskops 14 (siehe Fig, 1) pla- 
eingangs beschrieben niittels Zweipholoncnabsorption, so V) zien wird. Der LangpaBfilter 96 laBt das iangwellige Anrc- 
werden geniiiB bevorzugien Ausfuhrungsfonnen des vorlie- gungslicht passieren und reflektieri das von deni zu untersu- 
gend beschriebenen punkiabtastenden Luniiniszenz-Mikro- . chenden Ob^jekt 12 emitliene Fluoreszenzhcht. Plaziert man 
skops recliteckige Afiregungsliclupulse ciiigesei/.i, niit de- den Filter 96 in den Raum zwischen deni Objektiv 32 und 
nen eine optimal lange Pulsdauer zur Venncidung von uncr- der Tubuslinse 34, d. h. in dcni "unendlichen Bereich" des 
WLinschten Mchrphotoncnabsorptiorien bei niininialcr Dau- Mikroskops .14, wird alles voin Objektiv 32 aufgesanimellc 
erbelastung erreicht werden kann. Licht zuriick auf die Probe 12 fokussieri und auf den Kon- 

Rechtecki^^e Pulse mil einer Dauer von > UK) Is konnen densor 86 gerichtet, wo es zusamnien mil deni unniittelbar 

von der Probe 12 konmienden Licht mil eineni einzigen Dc- 
icktor 90 aufgesanmielt werden kann. Unter Umstanden 
kann es vorteil ha ft sein, den Filter 96 geringftigig zu kippen, 
daniit d'ds eiiiiitierte Licht nicht unniittelbar auf seinen Aus- 
gangspunki zuruckrenekiiert wird. Fig. 9 zeigl des weiteren 
cirien dichroitischen Sirahlleiler 88, der die Verwendung ei- 
ner Durchlichibeleuchiung entsprechend Fig. 8 ennoglichl. 

Uni die signifikanten Vprteile dcr Zweiphotonen-F^luores- 
/enzniikroskopie, insbesondere bei stark streuenden Prapa- 
raten auszunulzen, sollte nichi nur das eiiiitiicrte Licht unter 
cineni nioglichsi groBen Raurnwinkel aufgcsanuTieli wer- 
den, sondcm es sollte auch mil dcni Detektor ein nioglichst 
grol.^T Bildfcldbereich erfaBi werden, da, wie in Fig. U) 
scheinatisch dargestellt ist, infolge von Licht sire uung das 
apparent e Cjesichlsfeld 100 weit groBer als das reelle, inier- 
cssicrende Cjesichtsfeld 102 eines zu uniersuchenden streu- 
enden Objekts 12 sein kann. Dazu ist gewohnlich ein groB- 
fliichiger Deiekior noiig oder aber eine optische Anordnung, 
welche das aufgesamntelie Licht wieder auf den Detektor 
hiindclt. 

- Beini Sludiuni lebenden biologischen Materials isl haufig 
die Verwendung sogenannter Wasser-Jniinersionsobjcklive 
angeraten, bei denen cine physiologische Kochsalzlosung, 
in der das Praparal schwiiunil, gleichzcilig als Inintersions- 
flussigkeii wirkt. Derartige Objcktive la.ssen sich zwar niit 
cineni langen Arbeiisabsiand feriigen, jedoch ist ihre nunie- 
rische Apertur verg lichen niit der von Ol-Iinniersionsobjek- 
liven itcullich reduziert. Zwar liiBl sich die Sanunelcfli/.ienz 
eines opiischen Systems mil Wa.sserimmersion durch Zuhil- 
Icnahnie des Kondensors auf Werle von > 40% sieiiiern. 
(loch konnen beini Einsaiz geeigncler Spiegel auch ohne 



zuni Beispiel durch Einsatz eines Etalons aus kurzen pjn/.el- 
pulsen zusamniengeselzt werden, doch lassen sich auch an- 
dere Verfahren, welche Siand der Technik sind, dazu einsei- 4J) 
zen. 

In den Fig, 6 und 7 isi die Erzeugung eines Rechteckim- 
pulses unter Verwendung niehrcrer Ein/elinipulse darge- 
slelli. wobei Fig. 6 einen result ierenden Ciesaiiuimpuls 74 
zeigl. der aus /chn Einzehnipulsen 76 zusanimengeseizl.isL 45 
w ah rend in Fig. 7 eine (echnische Realisicrung des verge - 
schlagenen Kon/x;pis veranschauliehi, Aus Fig. 6 isi ersichi- 
lich, daB je kiirzer die Einzeliiiipulse sind, desio sieiler ihre 
I 'Ian ken werden und des to besser sich die gcwLin.schie 
Rechteckfonii ajDproxiniieren laBi. Itine l*olge von l-inzel- 
impuLsen, wie sie in Fig. 6 dargeslelli ist, l;iBt sich beispiel s- 
weise dadurch er/eugen. daB eine Liehlquelle henui/.i wird, 
die, wie in Fij;. 7 dargestellt isi, eine ebehe We Hen front 78 
erzeugt, und scnkrechl zu der'Ausbreitungsrichtung der cbe- 
■ nen Wellenfronl 78 eine ireppenforniige 'I'ransniissionsan- 5-S 
ordnung 80 plaziert isu Da innerhalb der Transiiiissionsan- 
ordnung 80 die Ausbreitungsgcsch windigkeii des die Trans- 
missionsanordnung 8() passierenden Lichts niedriger als au- 
Berhalb der Transiiiissionsanordnung 80 ist und da die in 
Fig. 7 als Pfeile 82 dargesiellien Abschnille einer auf die 
Transniissionsanordnung 80 aufireflenden Wellenfronl 78 
unierschiedliche Wegliingen innerhalb der Transniissionsan- 
ordnung 80 zu passieren haben, ergibt sich hiriier der Trans- 
niissionsanordnung 80 ein Versaiz zwischen den einzelnen 
Abschnillen der auf die Trans missionsanordnung 80 auftrcf- 
fenden Wcllenfronlen 78 und somii eine Folge von liinzel- 
inipulsen entsprechend der in Fig. 6 dargesiellien I'olge von 
Einzelinipulsen 76. In zweckniaBigerWei.se kann die IVans- 
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allzu groRen Aul'wand ilcuilifh h(Miorc l:rii/icn/.cn rcalisicn. 
werden. 

Fig. 11 z.eigt cin opiischcs Sysioni, bci wolchcm einc 
Spiegelfiache 104, die in cinciu M:tk'ri;il l<»6 :inijL'i>n]nci ist, 
das sowohi vor als auch hi nice dcr'Sjiici^cllUjchc KM don 5 
. gleichcn Brechungsindcx aul wcisL ciuL-ii hciriichllichcn 'Ibil 
des in die deni Objcktiv ahgcwuiulic I'lichiufiL' L-niiiiiLTion 
Fluoreszenzlichtes s(> y.uruckrctlckiK'n d'lcdc H»S), dalS cs 
voni Objekliv wicdcr aufgcsamniL'ii tind dahinicr rcgisiriLMTi . 
. wcrdcn kann. Bci enisprcchcndcr AusIcihiiil: dcr rcllckiic- i'> 
renden Flache laRt sich die nuiiierisehe Aperiur de^ eiuiiiier- 
len Lichtes reduziercn. stxIuB das Ohjekiiv einen grolScrcn 
Rauniwinkel aufzusaniineln verniaii. cs seiner eiycncn 
numerischen Apcrtur cnisprcclicn wiirde. Die SpiegellUielie 
104 isi vorzugswcisc spiiaj-isch. da sicJi vlics am ernruciislcn l> 
realisieren laBi, Sic kann jcdoeh audi aspliariscli, /.. U. pura- 
bolisch Oder ellipiisch scin. Den glciclicn- lil'icki kann aticli 
cin Planspicgcl bcwirkcn, wenn cr iiii Ketndensor un der 
richtigcn Stellc plazier! isl. T-cgl man die VcrspiegelLinij in 
geeigneler Weisc "dichroitisch" aus. konncn bci dieser Cielc- 20 
genheit bereils Anrcgungslichi Lind l^niissionsiichi vonein- 
ander separien werden, indcni das Anrcgungsliciii die di- 
) chroilische Fliichc passiercn kann, wahrend das l:niissions- 

licht. rcfieklien wird. Mine cinfache Rcalisicrung dcs Kon- 
zcpts sic hi die Einarbcilung dcr relleklicrcnden Viae lie iir ci- 25 
nen Objekttrager vor. Damii kann <iann /.iimintlesi fur den 
. von der Spiegelfiache iransiuitiienen Spcktralbcreieh die 
ubliche Kon denser an ordnung zur Diirchlichlbelciichuing 
herangczogen wcrdcn. 

Die in den Fij». 12 bis 14 gczcigic Version dcs angespro- .><) 
chencn Spiegelkonzcpis konmii gan/ oiinc die VerwendLing 
eines Objcklivs aus. Mincls cincr parabolisciien Spiegckin- 
ordnung 110 wird aus [jarallelem Aiiregungslielil 112 am 
On der Probe 12 ein beugungsliniiiierier Spoi cr/eugi, vvo- 
bei durch den auBerofdendich grtiBen Winkelbereich dcr /.ur 
Fokusbildung herangezogcncn Sirahlcn cine bis her nur mil 
einer sogenannie 47r-Anordnung erziche AuIUisung errcichi 
werden kann. Zur l^etckiion dcs limissionslichies naiiS ein 
dichroil.ischer Strahlleilcr 114 in <ten Strahl eingcbracht wer- 
den, iiiittcls derii das auf den Deleklor ahzubikiende limissi- 40 
onsliehi. 11^S aus dem Stralilengang des Anregungsiichls 112 
ausgckoppell wird. liedingl dureh die 'ialsache. dal> die op- 
lische Abbildung durch SpiegelsyslciiK' zu ar aehronial isch. 
aber nur direkl ini I'okus aberraiionslVei isl, cmphchlt sich 
die Ablaslung des Praparals in \-. y- und z-Riehiung durch 4.s 
Bewegcn des Praparats 12 oder ilcs Paraboispiegels 110. 
Oder aber iiiit Tlilie einer opiischcn l^inzctic (siehe V\^, ^, 
opiischc Pirizeue 62). 

?iine cinlachc Rcalisierung vies Konzepis, wic sic in 1*1^. 
12 dargeslelll isl, besiehl in einem mil einer InmiersionslUis- 
sigkcit 116 gefiilhcn Trog, desscn Inncnwandiing mil cincr 
Vcrspicgelung 110 verschcn isi. l-in Dcckglas 120 biKIci den 
„ . Deckel dcs lYogs, wobei tlas l^riiparai aul' der Trog-fnnen- 
seiie plazicri wird. Da das l^riiparai 12 unmiilelbar mil tier 
Iniiiiersionsil Lissigkeil 116 in Koniakl konimi, sol he diese >^ 
"prapararvenraglich" gewahli wcrdcn. I'Lir biologischc Prii- 
parate bictcl sich cine physic^logischc Kochsalzlosung an. 

Ein zweiles in Kij». 13 gezeigies Realisieruni:sk<">n/.epi 
sicht einen niassiven (ilaskdrper 122 vor. dcr au!' dcr einen 
Seile plan, aufder anderen parabolisch geformi ist. Die Vcr- 
spiegelung 110 isl auf dcr AuBcnscilc der Parabol-1 'lache 
angcbrachl. Das l-*raparai 12 ragl in' einc halbkugehg ge- ' 
fomile Kaminer, welche mil cincr gecigncicn Immersions- 
(liissigkeil 116 gei'lilh und von einem Dcckglas 124 vcr- 
schlossen ist. r»s 

Das in Ki<;. 13 ge/eigic Kon/.cpt iLiBl sich aLif vorieilhalie 
Weise mil aus dem Stand der Technik bekannien Vorrichtun- 
gen kombinicren. indcm man wic in 14 ge/.eigt /.usiiiz- 
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lich noch ein Mikroskop-Objekliv 126 in den Strahlengang 
einbringi und die Probe 12 soniii konfokal von zwei gegen- 
uberlicgenden Seiien beleuchrei. Fur den Fall, daB die Abta- 
st ung durch Bewegung der Spiegelanordnung erfolgU wobei 
das Priiparat mine Is opl ischer Pinzetie fixierr wird, oder 
durch Bewegcn des Praparats niiuels oplischer Pinzelle bei 
lesi.gehaltener Spiegelanordnung, kann auf ein. Dcckglas 
verzichtet werden. Dies und die Taisache, daB emitlierte 
Photonen auch aus zwei Meniispharen aufgesaiiunell wer- 
den, vcrleiht dcr Anordnung eine bisher uncrreichtc Aufio- 
sung. 

Bezugszeichen lisle 

10 kollimiene Lichtquellc 

12 0bjeki 

14 Mikroskop 

16 Deleklor in ]\>sition 1 

18 Deleklor in Position 2 

20 Scanvorrichlung 

22 Scanvorrichlung 

24 konfokale Blende. 

26 dichroilischer Slrahlleiler 

2ST.inse 

30 dichroilischer Strahlleilcr 

32 Objcktiv 

34 Tubuslinse 

36 Tubuslinse ' - 

40 Zwischenhiidcbcnc 

42 Scanlinsc 

44 polarisierles Anrcgungslichi 
46 Polarisalionswurfel 
4STJnsc 
50Lin.sc 

S2 >74-PlUltchcn . 
54 Spiegel 

56 in Richlung Deleklor (Kij». 2) 

58 Piczoaktor y-Richlung 

60 Piczoaktor \-Richlung 

62 opiischc Pinzetie 

66 Richlung dci" Scan bewegung 

68 Richlung des /A;ilenyorschubs 

72 Prisma 

74 Rechicckimpuls 

76 liinzclimpuls 

78 cbcnc Wcllenfront 

80 ircppenfonnigc IVansmissiohsanordnung 
82 Abschniiic cincr Wcllenfront 7H 
86 Kondensor 

88 dichroilischer Strahlleilcr 

*)0 Deleklor in Pt>siti(in 3 

92 Tubuslinse 

94 Durchiichibeleuchlung 

96 T.angpaBliller 

100 apparcnies Cjcsichlslcid 

102 rcellcs (jesichisfeld 

104 SpicgeinUchc 

106 Maierial glcichen Brechungsindexes 

108 Pfeil in Richlung Objektiv^Fig. 1 1) 

110 Parabolspiegclilache 

112 Anrcgungslichi 

114 dichrv>iiischer Strahlleilcr 

116 linmcrsionslUissigkcii 

118 l-missionslichi 

120 Dcckglas (Fijjj. 12) 

122 Cilaskorper 

124 Dcckglas (Ki^, 13) 

126 Mikroskop-Objektiv 
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Parenianspruche 

1-. Punklabl.asiendcs Luininis/,enz-Mikroskop, insbe- 
sondere zur Untersuchung von biokigischen Objekien, 
mil: 5 
~ inindeslens einer kolliniicrlcn Lichl quelle (10) 
zur Er/,eugung eincs AnreGungslichtsirahls, 

- cineropiischen Anordnung (14,32, 34), weJche 
das Lichl der Anrcgungsiichiquclle auf ein zu un- 
tcrsuchendes Objekl (12) biindeit:, " ■ lu 

- niinciestens einer Detektoranordnung (16, 18) - 
zuTii Erfassen von von dein Objekl eniiiiierieni 
Licht, 

- einer pptischen Anordnung (14,32, 34), wejchc 
das von deni Objckr ernitticne Lichi sarnineit und 15 
do r Dc 1 c k toran ord n u n g / u 1 Li h rl , u n d 

einer Scanneranordnung (20, 22), die eine.Reia- 
livbcwcgung zwischcn deni AbiasUichustrahl und 
dcni pbjcki in niindcslcns zwei Richtungeh be- 
wirkt dadurch j»ckcnnzciclijict, daB die Scanner- 20 
anordnung (20, 22) Pie/oakioren (58, 60) zuni Er- 
zielen von Scanbewegungen zwischen Abtasl- 
lichtslrahl und Objeki (12) aufweisl. 
, 2. Punktabtaslendes Luininiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 1 , dadurch gekeiin/,eichnet, daB fur jedc 23 - 
Scanrichtung des Abtastlichlstrahls ein mil einent Pie- 
zoaklor (58, 60) gekoppclies oplisches Elemeni (48, 
50) vorgesehen isL das niilteis dos zugehorigcn Piczo- ' 
akiors verslellbar isl und dabei den Ablasllichlslrahl zu 
cincr Scanbcwegung in der beircrfenden Scanrichtung- M) 
veranlaBl. 

3. Punkiablaslendes T.urninis/cnz-Mikroskop nach 
Atisprucii 1, dadurcii gckenn/.eichnel, daB cine nulieix 
den Pi e /.oak lore n (58, 60) vers! el I bare oplische Pin- 
zelle (62) zurn Verstellcn des zu unlersuchcndcn Ob- ^> 
Jekis (12) gegenuber deni Ablasllichlslrahl vorgesehen 
isl. ' . , 

4. Punkiablaslendes Luniiniszenz-iVTikroskop, insbe- 
sondere zur Untersuchung von biologischen Objekien, 
mil niindcslcns einer koUiniierten Eichi quelle (10) zur 40 
Erzeugung cines AnregungsHchlslraiils, einer opti- 
schen Anordnung (14, 32, 34), welche das Eichi der 
Anregungslichlciuelle aul' ein /.u untersuchcndes Ob- 
jekl (12) biindell, inindeslens einer Deiekioranordnung 
(16, 18) zuni lirlassen von von dcni Objekl eniillierteni 4.S 

Jjchl. einer optischen Anordnung (14, 32, 34), welche 
das von deni Objekl etnillicrle Lichl saniniell und der 
Deiekioranordnung zufuhri, und einer Scanneranord- 
nung (20, 22), die einc Relaiivbewegung /wischen deni 
Ablasllichlslrahl und deniObjekl in niindcslcns /.vvei so 
P i ch 1 u n ge n be wi rk I , dad 1 1 rc h ge k en h /e i c h n e l , d ; t B die 
S can ne ranord n u n g e i n e op 1 i sc h e l^i n ze 1 1 c ( 62 ) zuni 
Vcrslellcn des zu uniersuchenden Objckis (12) gegen- 
uber deni Ablasllichlslrahl aulwcisi. . " " 
."S. PunkiabiLisiendcs. Luniiniszcnz-Mikroskop nach" 55 
Anspruch 4, dadurch gekennzeichnei, daB die opiische 
Pinzeue (62) niiitels Piezoakioren (58, 60) verslellbar 
, isl. - 

6. Punkiablaslendes Luiitiniszenz-Mikroskop nach ei- 
nctn der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnei, r>t.) . 
daB die Scanneranordnung (20. 22) cine liir Clrobbewe- 
gungen zwischen Ablasl lichlslrahl und Objekl (12)sor- 
gendc Cinib-Scannercinheii aul wcisi und die l^iczoak- 
loren (58, 60) bzw. die opiische Pinzciic (62) Teil einer 
E'ein-Scunncreinhcii sind b/.w. isi. 65 

7. l^unkijbiasicndes Luniinis/enz-Mikroskop nLich 
.Anspruch 0. dadurch gckenn/eichnci. daB die (irob- 
Scan no rein hell als galvanomeirischc Scanncreinheii 



ausgebildei ist, 

8. Punkiablaslendes Luniiniszenz-Milvi-oskop nach 
Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichneL, daB die 
Pein-Scannereinheit. als Zooni-Pjnheil ausgelegl ist. 

9. Punkiablaslendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Fein-Scannereinheit als Korrekiureinheit zur Konipen- 
sation von Fehiern der Grob-S can nerein heir und/oder 
zuni Beeinfiussen der Bewegungscharakterisiik der 
Grob-Scannereinheit ausgebildei ist 

10. PunklabLastendes Lumiriiszehz-Mikroskop, insbe- 
sondere zur Untersuchung von biologischen Objekien, 
mil niindesiens einer koUimiert en Lichlquelle (10) zur 

T^rV*=>HOnnn ^:>^r^o^c^ A r»T-*=i r»t i n r>o li r»l-t t r-* -^U 1 

' — — "-"C)—"e; tjMii^oAJwinoui K^yti- 

schen Anordnung (14, 32, 34), welche das Lichl der 
Anregungsiichtquellc auf ein zu uniersuchendes Ob- 
jekl (12) bundelL, mindesicns einer Detektoranordnung 
(16, 18) zuni Erfassen von von deni Objekl cniiuicrlcni 
Lichl, einer optischen Anordnung (14, 32, 34), welche 
das von dein Objekl eniittierte Licht saniniell und der 
Deiekioranordnung zufiihrt, und einer Scanneranord- 
nung (20, 22), die eine Relaiivbewegung zwischen deni 
Abtasdichtstrahl und dern Objekl in inindestens zwei 
Richiungen bewirkt, insbesondere nach eineni der vor- 
hergehenden Anspruche, niit einer konfokalen Blende 
■ (24), dadurch gekennzeichnei, daB die Deiekioranord- 
nung (20, 22) einen Flachensensor aufweisl, der selbst 
die konfbkale Blende (24) bildet. 
IL Punkiablaslendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 10, dadurch gekennzeichnei, daB der Fla- 
chensensor als Flachensensor ein CCD-Chip vorgese- 
hen ist. 

12. Punktabtaslendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch lO oder 11, dadurch gekennzeichnei, daB der 
Flachensensor derart ausgelcgt ist, daB Iniensitatsinfor- 
niationen von belichlelen Pixeln des Flachensensor 
wiihrend des Scanvorgangs in eihe Speicherzonc des 
Flachcn sensors gcschoben werden. 

13. Punkiablaslendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
eineni der Anspruche 10 bis 12, dadurch gekennzeich- 
nei, daB der Flachensensor eine Shiltfrequenz hai, die 
deuilich groBer ais die Scanfrequenz des Mikroskops 
isl. 

14. Punktabtaslendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
eineni der Anspruche 1() bis 13, dadurch gekennzeich- 
nei, daB zur Aufspaliung des von dein Objekl (12) 
emillierien Lichis ein dispersives Elenieni (72) vorge- 
sehen isi. 

15. l^unkiabtasiendcs Luminiszenz-Mikroskop, insbe- 
sondere zur Unlersuch'ung von biologischen Objekien, 
mil niindcslcns einer koliiiiiienen Lichlquelle (iO) /.ur 
Hrzeugung cines Anregungslichlsirahls, einer opii- 
schen Anordnung (14, 32, 34), welche das Lichl der 
Anrcgungsiichiquclle auf ein zu uniersuchendes Ob- 
jekl (12) bundell, niindesiens einer Deiekioranordnung 
(16, 18) zuni Erfassen von von deni Objekl eniiiiienem 
Lichl, cineropiischen Anordnung (14, 32, 34), welche 
das von deni Objekl eniiiiierie Lichl saninielt und der 
Deiekioranordnung zuluhrl. und einer Scanneranord- 
nung (20, 22), die eine Relaiivbewegung zwischen dein 
Ablasllichlslrahl und dem Objekl in niindesiens zwei 
Richiungen bewirki, insbesondere nach eineni der vor- 
hergehenden Anspruche, fiir die Zweiplioionen-l-luo- 
reszenzniikroskopie, dadurch gekennzeichnei, daB die 
Lichlquelle (10) /.ur Abgabe von Rcchieckinipulsen 
(74) ausgelegl isl. 

16. Punklabia.siendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 15, dadurch gekennzeichnei, daB jeder 
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Rec h tec kim puis (74) aus iiiehreren kurzen aufeinan- 
derfolgenden Einzelimpulsen (76) zusamiTiengesetzt 

isi. ; 

1 7. Punktablastendes T.uniinisz.enzTMikroskop nach 
Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, daB die 5 

• Lichtquelle (10) eine Anordnung zur Erzeugung einer 
ebenen WellenlTonl (78) sowie eine senkrechL zu der 
Ausbreirungsrichlung der ebenen Weilenfronr. angeord- 
neie treppenforniige Transmissionsanordnung (80) 
aufweisl. 

18. PunkLabtastendes Luminiszenz-Mikroskop -nach 
Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Trans- 
missionsanordnung (80) eine treppenfomiige Anord- 
nung von Glaspiattchen aufweist. 

19. Punktablastendes Luminiszenz-Mikroskop, insbe- 15 
sondere zur Untersuchung von biologischen Objekten, 
mil mindcstens eincr koUiniiertcn Lichtquelle (10) zur 
Erzeugung cincs Anrcgungslichtstrahls, cincr opti- 
schen Anordnung (14, 32, 34), welche das Licht, der . 
Anregungslichtqueile auf ein zu uniersucherides Ob- 20 
jekl (12) bundelu niindestens einer Detekioranordnung 
(16, 18) zum Erfassen von von dem Objekt eniiuiertem 

) LichL, einer optischen Anordnung (14, 32, 34), welche 

das von dem Objekt emittierie Lichl sammelt und der 
Delekloranordnung zufiihrl, und einer Scanneranord- 25 
nung (20, 22), die eine Relativbewegung zwischen dem 
Abtastlichlstrahl und dem Objekt. in niindeslens zwei 
Richtungen bewirki, insbesondere nach einem der vor- 
hergehenden Anspruche, fur die Zwei phot onen-Flu o- 
reszcnzniikroskopie, dadurch gekennzeichnet, daB ein 30 
zur Beleuchtung des Objekt s (12) vorgesehenes Objek- 
liv (32) zuglcich zum Sammeln eines Teils der von dem 
Objeki eniiiiicrien Photonen geiiuLzt isl und daB hinter 
eincm Kondensorx,(86) des Objekiivs (32) ein zweiter 
DclL'ktor (90) plaziert isl. 35 
' 20. Punktablastendes Luminiszenz-Mikroskop, insbe- 
sondere zur Untersuchung von biologischen Objekten, 
mit mindestens cincr kollimiertcn Lichtquelle (10) zur 
Erzeugung eines AnregungsUchtsirahls, einer opti- 
schen Anordnung (14, 32* 34), welche das Licht der 40 
Anregungslichtqueile auf ein zu unlcrsuchendes Ob- 
jekt (12) bundelt, mindcstens einer Delekloranordnung 
(16, 18) ZLim Erfassen von von dem Objekt emiiiierlein 
Lichl, einer optischen Anordnung (14, 32, 34), welche 
das von dem Objekt emitiierte Licht sariimelt und der 45 
Detcktoranordnung zufuhrt, und einer Scanneranord- 
nung (20, 22}, die eine Relativbewegung zwischen deni 
Abtastlichlstrahl und dem Objekt in mindcstens zwei 
Richtungen bcwirku insbesondere nach einejii der vor- 
hergehcndcn Anspruche, fur die Zwei phot one n-Fluo- 50 
res/.enzinikroskopie, dadurch gekennzeichnet, daB ini 
Sirahlengang des Mikroskops (14) ein LangpaBhlier 
(96) angeordnel ist, welcher langwelliges Anregungs- 
lichl passieren liiBl, von deni Ohjekl (12) reflekliertes 
Pluoreszenzlichi jedoch rcliektiert, 55 

21. Punkiabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB der Lang- 
paBfilter (96) in dem Rauni zwischen dem Objekt (12) 
und einer Tubuslinse (34) plaziert ist und daB im Sirah- 
lengang hinter einem Kondensor (86) des Objektivs 60 
(32) ein einziger Deleklor (90) angeordnel ist. 

22. Punktablastendes Luminis/,enz-Mikroskop nach 
Anspruch 21, dadurch gekennzeichnei, daB der Lang- 
paBtiher (96) derari angeordnel ist, dats er das vom Ob- 
jckliv (32) aul'gcsaiiimellc Lichl zuruck auf das Objeki 65 
(12) I'okussieri und aufden Kondensor (86) richiet. 

23. Punkiabtastendes Luminis/,en/-Mikroskop nach 
Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der Lang- 
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paBfilter (96) mit Bezug auf die Stxahlengangachse der- 
ari geringfiigig gekippt ist, daB das von dem Objekt 
(12) emittierte Licht nichl unmit.telbar auf seinen Aus- 
gangspunkt zuriickreflektiert wird. 

24. PunkLabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
einem der Anspruche 19 bis 23, dadurch gekennzeich- 
net, daB eine Detektionsoptik vorgesehen ist, die so 
ausgelegt isl, daB sie Licht sowohL aus einem interes- 
sierenden Gesichtsfeld (102) als auch zusaizlich in ei- 
ner slreuenden Probe gestreules Licht aus einem virtu- 
ellen Gesichtsfeld (100) aufsammelt. 

25. Punkiabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
einem der Anspruche 15 bis 24, dadurch gekennzeich- 
net, daB im Strahlengang hinter dem Objekt (12) eine 

' Spiegelflache (110) angeordnel ist, die so gestallet ist, 
daB sie von dem Objekt in Richtung des Anregungs- 
lichis eniittienes Ruoreszenzlicht zu dem Objektiv 
(32) zuruckrcflckticrL 

26. Punkiabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB die Spie- 
gelflache (110) derart dichroitisch ausgebildel ist, daB 
sie Anregungslicht durchlaBt und im wesentlichen nur 
von dem Objekt (12) emittiertes Licht zuriickreflek- 
tiert. 

27. Punkiabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Spiegelflache (110) spharisch ausgebildet ist. 

28. Punktablastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Spiegelflache (110) aspharisch, insbesondere parabo- 
lisch oder elliptisch, ausgebildet ist. 

29. Punktablastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
einem der Anspruche 25 bis 28, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Spiegelflache (110) in ein en Objekttrager 
eingearbeitet ist. 

30. Punktablastendes Luminiszenz-Mikroskop, insbe- 
sondere zur Untersuchung von biologischen Objekten, 
mit mindestens einer kollimierten Lichtquelle (10) zur 
Erzeugung eines Anrcgungslichtstrahls, einer opti- 
schen Anordnung (14, 32, 34), welche das Licht der 
Anregungslichtqueile auf ein zu untersuchendes Ob- 
jekt (12) bundelt, mindestens einer Delekloranordnung 
(16, IS) zum Hrfassen von von deni Objekt emiiiiertem 
Licht, einer optischen Anordnung (14, 32, 34), welche 
das von dem Objekt emittierte Licht. sammelt und der 
Delekloranordnung zufiihrt, und einer Scanneranord- 
nung (20, 22), die cine Relativbewegung zwischen dem 
Abiastlichtstrahl und dem Objeki in mindcstens zwei 
Richtungen bcwirkt, insbesondere nach einem der An- 
spruche 1 bis 9, fiir die Zweiphotonen-Fluoreszenzmi- 
kroskopie, dadurch gekennzeichnet, daB iiri Sirahlen- 
gang hinter dem Objekt (12) eine parabolische Spiegel- 
anordnung (110) derari plazien isl, daB sie aus paral- 
lelem Anregungslicht am Ori des Objekts einen bcu- 
gungslimitienen Spot erzeugt, und daB im Strahlen- 
gang vor dem Objekt als Selektionsanordnung ein di- 
chroidscher Stralilteilcr (114) angeordnel ist, der Anre- 
gungslicht von Fluoreszenzlicht trennt und Fluores- 
zenzHcht., das von dem Objekt in Richtung des Strahl- 
leilers emiltiert wird, zusammen mit von der Spiegcl- 
anordnung renektiertein Fluoreszenzlicht uninillelbar 
auf die Delekloranordnung aulTallcn laBt, 

31. Punktablastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB miitels der 
Scanneranordnung (20, 22j das Objekt oder die Spic- 
gelanordnung (1 10) vcrsiellbar ist. 

32. Punktablastendes l-uminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 30 oder 31, gekennzeichnei durch einen mit 
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einer Iinincrsionsnussigkcii (116) <:crullicn 'IVog, dcs- 
sen lnnenwandung /.ur Jiildunj: dcrparuhv'-lischcn Spic- 
gelanordnung (110) vcrspici^cli isi Lind (lor mil cincin ' 
Deckglas (120) ahiicdccki isi. il.js Mil' seiner tier Spie- 
gelanordnung zuiicwctidcicn " Innciiscilc das Objcki 5 
(12)^iragl.. 

33. Punki.ablasicndcs Luininis/en/.-Mikroskop nach 
Anspmch 30 Oder 31 , daduivh gckcnn/.cichncL dais cin 
inassiverGlaskorpcr (122) vorgoschon isi. dcr jLiT sei- 
ner eincn Scite plan isi und dcr aiil" seiner undcrcn Sciic 10 

zurBildung der parabolisehen SpicLielaiioriinunLi (110) — . 

parabolisch gefoniil und aiif der AulSensciie dor l^ara- 
bolflache verspiegelt isi, umi dal:i iler ( llaskorper an sei- 
ner planen Scire mil cincr niit Inimersinnsnussigkei! 
(116) gefulllen Kaniiiicr verse hen isi'. in welehe das 
Objekl (12) einiauchK 
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